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略語 
Ab: antibody; CBB: Coomasie Brilliant Blue; DDC: dopa decarboxylase; DMEM: 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; DN: dominant-negative; E. coli: Escherichia 
coli; EGFP: Enhanced Green Fluorescence Protein; ER: endoplasmic reticulum; GCI: 
glial cytoplasmic inclusion; HMW: high molecular weight; IPTG: isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranoside; LB: Lewy body; MSA: multiple system atrophy; PD: 
Parkinson’s disease; PrP: prion protein; PVDF: polyvinylidene difluoride; RIPA: 
radio-immunoprecipitation assay; SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis; siRNA: small interference RNA; SSRI: selective serotonin-reuptake 
inhibitor; TBST: Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20; TPPP/p25α: tubulin 
polymerization promoting protein/p25α; VPS4: vacuolar protein sorting 4; wt: 
wild-type; αSYN: α-synuclein; βSYN: β-synuclein; γSYN: γ-synuclein. 
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要約 
 
	 	 パーキンソン病 (PD)やアルツハイマー病 (AD)をはじめとする神経変性疾
患において、ミスフォールディングタンパクの沈着は病理学的指標であるばか
りでなく、神経細胞死につながる重要なステップと考えられている。近年これ
らの疾患において、異常凝集タンパクがプリオンの様に細胞間を伝播し周辺細
胞に病変を拡大させる可能性が示され注目を集めている。PD に関しては、培養
細胞あるいは囓歯類モデルにおいて患者脳内神経細胞に蓄積する凝集化αシヌ
クレイン (αSYN)が神経-神経、神経-グリア細胞間を伝播し、病変を周辺細胞へ
と拡大させる可能性が示されている。さらに PD 関連疾患である多系統萎縮症
(Multiple system atrophy, MSA)患者脳では、αSYN を発現していないオリゴデンド
ログリア内にαSYN 陽性の細胞内凝集体 (Glial cytoplasmic inclusion, GCI)が認
められ、同細胞への αSYN 取り込みがその病態発現に寄与している可能性が示
唆されている。異常タンパク伝播説は神経変性過程を説明する病態仮説として
魅力的である一方、その背景にある分子メカニズムについてはなお不明な点が
多い。本研究では培養細胞系を用い、神経モデル細胞およびオリゴデンドログ
リアモデル細胞への αSYN 取り込み現象を確認すると共に、同過程に関与する
細胞内分子機構の探索を行った。本研究では、(i) 培養ヒトドパミン神経および
オリゴデンドログリアモデル細胞系において、αSYN は経時的・濃度依存的に細
胞内へと取り込まれた後凝集化を生じ、患者脳内の細胞内封入体と類似した染
色特性を有する凝集体形成を誘導することを確認した。さらに (ii) 細胞内に取
り込まれた αSYN の一部はリソソーム・オートファジー系にて分解処理される
ことを明らかにした。また、(iii) クラスリン依存性エンドサイトーシスの制御
分子である dynamin 分子の発現抑制により神経モデル細胞への αSYN 取り込み
 3 
が顕著に抑えられること、および (iv) 強力な dynamin 阻害作用を有する抗うつ
薬 sertraline が、神経・オリゴデンドログリアモデル細胞での αSYN 取り込みを
低減させ、αSYN の細胞間伝播を抑制することを証明した。これらの新知見は未
だ詳細の解明されていなかった αSYN の神経・オリゴデンドログリアモデル細
胞系内への取り込み・分解に関与する細胞内小胞輸送系について、その一部を
科学的に実証した点で先駆的意義を有するものである。さらに、細胞間異常タ
ンパク伝播は異常タンパク蓄積を背景とする神経変性疾患に共通してみられる
病態メカニズムとの考えもあり、我々の見いだした αSYN 細胞間伝播に関与す
る分子機構は、これらの疾患に共通した病態機構かつ治療ターゲットとなる可
能性がある。 
 
研究背景 
 
神経変性疾患とは、中枢神経の中の特定の神経細胞群が徐々に変性し、細胞
死に陥る疾患を総称し、PD、MSA、AD、筋萎縮性側索硬化症 (ALS)などが代
表的疾患として知られている。これらの疾患に共通した病理・生化学的異常と
して、異常凝集タンパクの患者脳の細胞内外への蓄積が認められる。このこと
から、異常凝集タンパク病とも総称されている。主な蓄積タンパクとしては、
AD、進行性核上性麻痺 (PSP)、ピック病 (PiD)などの疾患で認められる tau、AD
などの疾患で認められるアミロイド β タンパク質 (Aβ)、ALS、FTLD などの疾
患で認められる TDP-43、PD、MSA などの疾患で認められる αSYN などが挙げ
られる。これらの異常凝集タンパクは ER ストレスや酸化的ストレスなどを惹起
して細胞傷害性に作用し、神経変性に密接に関与することが明らかとなってい
る 1)2)。凝集タンパク病の中でも αSYN が異常蓄積する疾患をシヌクレイノパチ
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ーと総称しており、PD、MSA などが代表的疾患とされる。αSYN が異常蓄積し
た結果、PD においては神経細胞内に認められるレビー小体 3)、MSA においては
オリゴデンドログリア内に認められるグリア細胞内封入体 (GCI)が出現する 
4)-6) (Fig. 1)。レビー小体の好発部位は、中脳黒質、青斑核、迷走神経背側核など
である。PD では中脳黒質ドパミンニューロン変性が生じ、臨床的には、安静時
振戦、筋強剛、無動、寡動などの運動症状を呈する他、認知症、うつのような
非運動症状も出現する。有病率は 10 万人あたり 100-150 人と推定され、発症年
齢は 50 から 65 歳に多いが、高齢になるほど発病率が増加する。大部分 (95%)
は孤発性であるが、一部、遺伝性の症例もある。一方、MSA は病理学的には、
線条体の他、黒質、小脳皮質や橋核、オリーブ核などの神経変性、GCI の存在
を特徴とする進行性変性疾患である。有病率は 10 万人あたり 10 人程度と推定
され、発症は 50 歳台に好発する。臨床的には、自律神経症状、小脳症状、パー
キンソニズムなどの症状が認められる。進行は PD よりも急速で平均経過は 5 か
ら 7 年である。ヒト αSYN は 140 アミノ酸からなる機能不明のタンパクでシナ
プス前末端に豊富に存在し、構造的には KTKEVG のアミノ酸モチーフの繰り返
し配列をもち、両親媒性の N 末ドメイン、中央部の疎水性 NAC (non-Aβ 
component of ADamyloid)ドメイン、および陰性に荷電し金属類に結合性を示す C
末ドメインから構成される 2) (Fig. 2)。Native な状態の αSYN は α へリックス構
造をとり生体膜に結合するか、あるいは不定の構造をとり細胞質に存在してい
るが、A30P、A53T のような点変異、酸化的ストレスなどにより線維・凝集化を
生じることが知られている 3)。αSYN はフィブリル形成に至る線維化の過程の中
で α ヘリックス構造と β シート構造を種々の割合で併せ持つ様々な中間体を生
じるが、成熟したフィブリルよりもプロトフィブリルとよばれる可溶性中間体
に強い細胞毒性が認められる 7)-10) (Fig. 3)。 
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これまで αSYN は専ら細胞内で機能するタンパクであると考えられてきた
11)12)。しかし、最近の研究では神経細胞内に存在するモノマー・オリゴマーαSYN
がエキソサイトーシスあるいはエキソソームなどの機構により細胞外環境へ分
泌されることが明らかとなってきた 13)-17)。神経細胞の培地に添加した可溶性
αSYN オリゴマーは細胞膜を超えて細胞内へ侵入後凝集を生じ、細胞傷害性に作
用することも報告されている 18)-19)。さらに共培養系や囓歯類を用いた動物モデ
ルにおいて、神経細胞から放出された αSYN が周辺細胞へと移動し封入体を形
成することが確認されている 20)。これらの事実は、αSYN は細胞内にのみ留まら
ず、細胞外環境へと分泌され周辺細胞の機能へ影響を与えていることを示して
いる 21)-23)。プリオン仮説あるいはタンパク癌仮説ともよばれる異常タンパク伝
播現象は、胎児黒質神経細胞移植を受けた PD 患者剖検脳において、ドナー由来
の神経細胞内に αSYN 陽性のレビー小体が認められたという結果や 24)-26)、MSA
患者脳内において αSYN mRNA 発現が認められないにも関わらず、同患者脳内
のオリゴデンドログリア内に αSYN 陽性の GCI が認められるという事実 27)-29)、
さらには Braak らの提唱する PD 患者脳における αSYN 病理の topographic 
progression (いわゆるレビー病理脳幹上行仮説)30) (Fig. 4)の背景病態としても理
解可能であるといえる。PD、MSA において細胞外の αSYN が神経細胞、あるい
はオリゴデンドログリア細胞内に取り込まれ、封入体を形成すると考えられて
いる。しかし、αSYN の細胞内取り込みに関する機構としては、エンドサイトー
シス 19)20)、エキソソーム小胞を介する機構 31)、形質膜の貫通 19)、および細胞膜
ナノチューブ (tunneling nanotubes) 32)などが報告されているが  (Fig. 5)、詳細な
機構については未だ不明な点が多い。今回、我々は既存の研究に加え、αSYN 取
り込みに関してさらに検討を行うとともに、αSYN 取り込み阻害、さらには封入
体形成阻害を基軸とした新たな治療介入の可能性を示したいと考えた。	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研究目的 
 
多くの神経変性疾患において、病初期に特定の領域に病理変化を生じ、時間
経過と共に周辺へと拡大してゆく現象は、臨床症状、病理および画像所見の観
察から容易に推定される事実である。近年これを裏づけるように PD などの神経
変性疾患において、神経細胞内異常凝集タンパクが細胞間を伝播し周囲へと病
変を拡大させる現象が、剖検脳、培養細胞および動物モデルにおいて相次いで
報告されている 18)-20)。病原性タンパク伝播により病理変化が周辺組織へ拡大す
るというプリオン仮説・タンパク癌仮説は、異常タンパク凝集を病理学的特徴
とする神経変性疾患に共通した病態機序である可能性がある一方、その背景に
ある分子メカニズムについては未だ不明な点が多い。本研究では PD、MSA と
いった αSYN 陽性細胞内凝集体を病理学的特徴とする神経変性疾患を対象とし
て神経-神経、あるいは神経-グリア間における異常タンパク伝播、主に取り込み
に関与する分子機構を解明するとともに、その阻止を基軸とした新しい変性疾
患の進行予防治療の可能性を提案することを最終目的とする。 
 
 
実験材料と方法 
 
プラスミドの構造、精製	 
	 大腸菌での組換えタンパク発現の目的でヒト野生型 αSYNcDNAを pGEX-6P-1
大腸菌発現ベクター (GE Healthcare)の SalⅠ/NotⅠ認識部位にサブクローニング
した。N 末端に mCherry を付与したヒト野生型 αSYNcDNA は pcDNA3.1+真核細
胞用発現ベクター (Life Technologies)の KpnⅠ/XhoⅠ認識部位に組み込んだ。ヒ
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ト野生型および K44A ドミナントネガティブ (DN)変異 dynamin 1 を組み込んだ
pEGFP-C1 発現ベクターは、聖マリアンナ医大の三好先生より譲渡頂いた 33)。各
プラスミド DNA は Genopure Plasmid Maxi Kit (Roche)を用いて精製し、DNA シ
ークエンスにて配列を確認した。 
 
リコンビナントαSYN 精製	 
	 ヒト野生型 αSYNcDNA を組み込んだ pGEX-6P-1 ベクターを用い、大腸菌
BL21(DE3)pLysS をトランスフォームした。同大腸菌をアンピシリン 100 µg/ml、
クロラムフェニコール35 µg/mlを含むLB培地中でA600=0.4に到達するまで37℃
下にて振盪培養を行った。次いで 0.5 mM の Isopropyl β-D-1-thiogalacranoside 
(IPTG)を添加し発現誘導後さらに 5 時間培養を継続した。培養終了後遠心分離に
より集菌し、氷冷した PBS で懸濁したのち超音波破砕機で菌体を破砕した (Max 
output, 10 sec x 6 回; Smurt NR-50, Microtec)。不溶性の debris を取り除いた上清を
PBSで平衡化したグルタチオンセファロース4Bカラム (GE Healthcare)にアプラ
イした。氷冷 PBS で 3 回洗浄後、カラムに 10 mM グルタチオン溶出バッファー
を添加し GST-αSYN 融合タンパクを溶出した。溶出サンプルは PBS にて 4℃条
件下で撹拌を加えながら一晩透析し脱塩処理を行った。透析後のサンプルを 4℃
条件下でPrescission Protease (2 units per 100 µg protein, GE Healthcare)と反応させ、
グルタチオンセファロース 4B カラムに再度アプライして GST タグを除去し
flow through 中の αSYN タンパクを回収した。得られたリコンビナント αSYN の
純度はクマシーブリリアントブルー染色	 (CBB)および αSYN 抗体を用いたウェ
スタンブロット法により確認した。βSYN、γSYN、および家族性 PD 関連 A30P・
A53T 変異型 αSYN の各リコンビナントタンパクは ATGen 社より購入した。 
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細胞培養とトランスフェクション	 
	 ドパミン系神経モデル細胞 (SH-SY5Y細胞・ラットPC12細胞)およびヒトオリ
ゴデンドログリアモデル細胞 (KG1C細胞・MO3.13細胞)は4.5 g/L グルコース、
2 mM L-グルタミンおよび10% FBSを含むDulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM)培地 (Life Technologies/GIBC)を用い37℃、5% CO2/air条件下にて培養し
た。SH-SY5Y細胞・PC12細胞はAmerican Type Culture Collection (ATCC)から、
KG1C細胞はRIKEN BRCよりそれぞれ購入した。細胞へのプラスミドDNA導入
はLONZA社の4D-Nucleofectorを用い、プロトコールに準拠して行った (1.5×106
細胞あたり2 µg相当のプラスミドDNAもしくはsiRNAを使用)。トランスフェク
ション48時間後に細胞を回収し、以降の実験に供した。mCherry、mCherry–αSYN
およびEGFP発現細胞についてはG418硫酸塩 (InvivoGen) 300 µg/mlでセレクシ
ョンを行い安定発現株を樹立した。 
 
ラット大脳皮質神経細胞の初代培養	 
	 ラット大脳皮質神経の初代培養は既出の論文の方法に則って行った34)。初代培
養細胞 (0.5×106)をpoly-D-lysineコート済みのカバーガラス上に蒔き、2% B27, 
25 mM glutamate, 18 mM glucoseおよび0.5 mM L-glutamine含有Neurobasal-A培地
(LifeTechnologies/GIBCO)中で維持した。3日毎に培地を交換し、培養開始6日目
に5 µMのリコンビナントαSYNを24時間曝露後に免疫染色に供した。実験は3回
実施し再現性について確認した。 
 
siRNA を用いた内因性 dynamin のサイレンシング	 
	 前述の 4D-Nucleofector を用い、プロトコールに従い 2×106 個の SH-SY5Y 細
胞に 2 µg 相当のヒト dynamin 1 特異的 siRNA (sc-43737)あるいはコントロールで
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ある scrambled siRNA (sc-36869)を導入した。siRNA 導入 72 時間後に細胞を回収
し、ウェスタンブロットにてサイレンシング効果を確認した。各実験は最低 3
回実施し再現性について確認した。 
 
共培養実験	 
	 αSYNを分泌するドナー細胞であるmCherry-αSYN発現SH-SY5Y細胞  (2×
105cells per 3.5cm dish)と、アクセプター細胞となるEGFP発現PC12神経モデル細
胞あるいはMO3.13オリゴデンドログリアモデル細胞 (2×105cells per 3.5cm dish)
を共培養した。10 µMのsertraline (Sigma)の存在・非存在下にて5日間培養を継続
し、赤色蛍光を発するmCherry-αSYN分子のアクセプター細胞内への移行を観察
した。顕微鏡画像の取得は共焦点レーザー顕微鏡 (Fluoview FV300, OLYMPUS)
により行った。顕微鏡下に5視野をランダムに選択し、各視野毎に250-300個の緑
色蛍光を呈するアクセプター細胞中にみられるドナー由来の赤色蛍光を発する
αSYN凝集体数をカウントした。各実験は最低4回実施し再現性について確認し
た。 
 
細胞分画調製とウェスタンブロット解析	 
	 αSYN曝露細胞をセルスクレイパーにて回収し、氷冷PBSで2回洗浄後に
Mem-PER Eukaryotic Membrane ProteinExtractionReagentkit (Thermo Scientific)を用
い、膜タンパク成分からなる疎水性画分と細胞質を含む親水性画分に分離した。
一部の実験ではαSYN曝露に先だちリソソーム阻害剤であるbafilomycin A1 (0-5 
nM, 24時間)あるいはdynamin阻害作用のあるsertraline (0-10 µM, 30分間)で細胞を
前処理した。サンプルのタンパク濃度はBCA法 (Thermo Scientific)にて測定した。
50 µg 相当の cell lysate を SDS- ポリアクリルアミドゲル  (12.5%) または
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Native-PAGE (10-20% gradient gel)にて140 V低電圧で泳動後、100 Vで2時間PVDF
メンブレン  (Immoblion-P; Merk Millipore)に転写した。一部についてはCBB 
R-250染色でも泳動結果を確認した。疎水性・親水性分画の分離については、細
胞質マーカーであるHsp90、形質膜マーカーであるNa+/K+ ATPaseの発現により
確認した。転写後のメンブレンは5%スキムミルク/Tris-buffered saline with 0.1% 
Tween 20 (TBST)で30分間ブロッキング処理し、TBSTバッファーで3回洗浄後以
下の一次抗体と4℃で一晩反応させた：anti-synuclein-1 (63320, 1:1000; BD 
Bioscience), anti-αSYN (#2628, 1:1000; CST), anti-GST (#2625, 1:1000; CST), 
anti-LC3 (PM036, 1:1000; MBL), anti-caspase 3 (H-277, 1:2000; SantaCruz), 
anti-cleaved caspase 3 (Asp 175,1:1000; CST), anti-dynamin 1 (3G4B6, 1:1000; CST), 
anti-dynamin 2 (610263,1:4000; BD Transduction), anti-dopadecarboxylase (DDC) 
(AB1569, 1:1000; Millipore), anti-TPPP/p25α (EPR3315, 1:1000; Epitomics), anti-GFP 
(M048-3, 1:2000; MBL), anti-Na+/K+ ATPaseα (D154-3, 1:20000; MBL), anti-Hsp90 
(AC88, 1:2000; Stressgen), anti-α-tubulin (clone DM1,1:1000; Sigma), anti-mCherry 
(5993, 1:1000; BioVision)。二次抗体にはHRP-conjugated anti-mouse IgGまたは
anti-rabbit IgG (1:10000; JacksonImmunoResearch)を使用した。メンブレンに発色基
質Luminata Forte Western HRP substrate (Millipore) 2 mLを添加し室温で5分反応後、
LAS-3000 mini image analyzer (Fujifilm)で画像を取得した。各実験は最低4回実施
し再現性について確認した。 
 
免疫組織化学染色	 
	 Poly-L-Lysineコート済カバーガラス上で培養した細胞を4%パラホルムアルデ
ヒド/PBSで10分間固定し、0.5% TritonX-100/PBSで5分間透過処理した。続いて
3% goat serumを含むPBSで30分間ブロッキング処理後、以下の一次抗体と1時間
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室温にて反応させた： anti-synuclein-1 (1:1000), anti-αSYN (#2628, 1:2000), 
anti-Serine 129 phospho-αSYN (EP1526Y,1:1000; Epitomics), anti-γ-tubulin (GTU-88, 
1:4000; Sigma), anti-peripherin (AB1530, 1:1000; Millipore), anti-vimentin (V9, 1:500; 
Sigma), anti-ubiquitin (P4D1, 1:1000; Santa Cruz), anti-MAP2 (#4542, 1:1000; CST), 
anti-tubulin polymerization promoting protein/p25α (TPPP/p25) (EPR-3315, 1:1000), 
anti-Rab5A Ab (S-19, 1:1000; Santa Cruz), anti-Lamp-1 (H4A3, 1:1000; DSHB)。アミ
ロイド線維は検体を0.03%チオフラビンS (Sigma)溶液に5分間振盪後、70%エタ
ノールで洗浄し検出した。一次抗体と反応終了後、検体をPBSで3回洗浄し、Alexa 
488およびAlexa 568-conjugated goat-anti-mouse IgGあるいはgoat-anti-rabbit IgG 
二次抗体 (1:4000; LifeTechnologies/MolecularProbes)と遮光条件下で1時間反応し
た。核染色にはTO-PRO3 iodide (1:1000; Molecular Probes)を用いた。顕微鏡画像
の取得は共焦点レーザー顕微鏡 (Fluoview FV300)により行った。αSYN陽性の封
入体数の定量に際しては、ランダムに選んだ5視野において250-300個の細胞あた
りの封入体数をカウントし算出した。各実験は最低4回実施し再現性について確
認した。 
 
実験結果 
 
ヒトαSYN リコンビナントタンパクの精製結果	 
	 精製したリコンビナント αSYN の性状について CBB およびウェスタンブロッ
ト法で確認した。GST-αSYN 融合タンパクは SDS-PAGE 条件下では 44 kDa 付近
に検出され、Prescission protease による GST タグ切断後にはモノマーαSYN が 18 
kDa 付近に検出された (Fig. 6A (a))。一方、Native-PAGE 下では大部分の αSYN
は 3 量体に相当する 54 kDa 付近に検出された (Fig. 6A (b))。リコンビナント
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αSYN は 24 時間、37℃下で培地中においてもオリゴマー化を生じることはなか
った (Fig. 6A (c))。 
 
αSYN は神経・オリゴデンドログリアモデル細胞系に取り込まれオリゴマー化す
る	 
	 SH-SY5Y 神経モデル細胞、KG1C オリゴデンドログリアモデル細胞 35)36)を 5 
µM αSYN 存在下で一定時間培養し、疎水性画分と親水性画分に分離後ウェスタ
ンブロット法にて細胞内へ取り込まれた αSYN の検出を行った (Fig. 6B (a), (b))。
オリゴデンドログリアのマーカータンパクには CNPase および myelin basic 
protein (MBP) を用いた 37)。図に示すとおり αSYN 添加 1 分後にはすでに細胞内
の主に親水性画分に αSYN モノマーが検出され、以後経時的に SDS 抵抗性であ
る 2-3 量体の αSYN 出現・増加が同画分において確認された。次に培地に添加す
る αSYN 濃度を 0-10 µM として一定時間 (24 時間)細胞を培養したところ、濃度
依存的に αSYN モノマー・オリゴマーの出現が確認された (Fig. 6B (c))。以上は
BD Bioscience 社の synuclein-1 抗体を用いた結果であるが、他社の αSYN 抗体 
(#2628, CST)を使用したブロットにおいても同様に細胞内 αSYN モノマー・オリ
ゴマーの検出を確認している (Fig. 6B (d))。細胞内親水性画分における αSYN モ
ノマーの増加量はデンシトメトリー解析でも定量を行っている (Fig.7A)。さら
に培地由来の外来性 αSYN と神経モデル細胞がもつ内在性 αSYN を区別するた
め、GST-αSYN を使い同様の曝露実験を行ったところ、抗 GST 抗体で認識され
る凝集化 GST-αSYN 多量体を親水性画分において検出することが出来た (Fig. 
7B)。以上の結果より、細胞外 αSYN は経時的・濃度依存的に神経・オリゴデン
ドログリアモデル細胞系へと取り込まれ、オリゴマー・多量体 αSYN を形成す
ることが確認された。 
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 哺乳類の SYN には α、β、γ の 3 種類が存在するが 38)、SH-SY5Y 神経モデル
細胞を用いた曝露実験では αSYN のみがほぼ選択的に細胞内へと取り込まれる
ことが判明した。また野生型 αSYN と比較し、凝集性が高く細胞毒性が高いと
される A30P・A53T 家族性 PD 関連変異型 αSYN は、細胞内へ取り込まれた後よ
り顕著な αSYN 多量体形成をもたらすことが示された (Fig. 8)。 
 
αSYN 曝露により神経・オリゴデンドログリアモデル細胞系に細胞質内封入体が
形成される	 
	 続いて αSYN 添加培地にて培養した神経・オリゴデンドログリアモデル細胞
系における αSYN 陽性封入体の出現について、免疫染色法による確認を行った。
5 µM αSYN を 24 時間培地に添加したところ、神経・オリゴデンドログリアモデ
ル細胞系の細胞質内に αSYN 陽性の顆粒状の凝集物に加え、核近傍に大型の封
入体出現が認められた。いずれの構造物もユビキチンおよびチオフラビン S 陽
性であった。PD 患者脳内に蓄積する αSYN の 9 割以上は Ser129 部位でリン酸化
を生じていることが知られているが、上述の大型の封入体のみが Ser129αSYN 陽
性であった (Fig. 9A (a), (b))。さらに、Fig. 9B (a), (b)で示す通り、核近傍にある
大型の封入体はレビー小体のマーカーである γ-tubulin、peripherin、および
vimentin とも共存していた 2)。また KG1C の αSYN 陽性の封入体は、GCI のマー
カーとされるTPPP/p25αと共存していた 37)39)40)。αSYN陽性の封入体は、SH-SY5Y
神経モデル細胞のみならず primary rat cortical neuron を用いた実験でも確認され
た (Fig. 9C)。SH-SY5Y、KG1C 細胞において、核近傍の αSYN 陽性封入体を有
する細胞の頻度は時間と共に増加し、αSYN 曝露 24 時間後にはそれぞれ 35%、
24%であった (Fig. 9D)。 
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リソソーム機能阻害によりαSYN オリゴマー形成は増大する	 
	 細胞内に取り込まれた αSYN の subcellular distribution について、免疫染色法に
よる検討を行った。αSYN 曝露により出現する αSYN 陽性封入体の一部は、初期
エンドゾームマーカー (Rab5A)およびリソソームマーカー (Lamp-1)と共存して
いた (Fig. 10A)。取り込まれた αSYN がリソソームで分解をうけているか確認す
るために、予め V 型 ATP アーゼ特異的位阻害剤である bafilomycin A1 (0-5 nM)
にて 24 時間処理した SH-SY5Y 細胞を用い、5 µM αSYN 存在下でさらに 24 時間
培養を行った (Fig. 10B)。未処理のコントロールと比べ bafilomycin A1 処理群で
は主に親水性画分において高分子 αSYN オリゴマーが蓄積する傾向が確認され
た。また、bafilomycin A1 添加後には macroautophagy および autophagosome の増
加を示す LC3-Ⅱの増加が認められた。一方、アポトーシスの指標である cleaved 
caspase-3 は検出されなかった (Fig. 10C)。以上の結果から、αSYN 曝露神経・オ
リゴデンドログリアモデル細胞系ではリソソーム阻害剤存在下にて autophagic 
flux が増大していることが示唆された。 
 
αSYN の細胞内取り込みは dynamin	 GTPase 阻害により抑制される	 
	 クラスリン依存性エンドサイトーシス過程においては細胞膜とクラスリン被
覆小胞 (clathrin coated vesicle)の離断は dynamin分子により実行される (Fig. 11)。
エンドサイトーシスを抑制する低温条件下での培養や、dynamin 1 の K44A DN
変異体を COS7 細胞あるいは primary astrocyte に過剰発現させると、細胞外 αSYN
取り込みが有意に減少することなどから αSYN の細胞内取り込みにはエンドサ
イトーシスが関与すると推測されてきた 21)41)42)。一方、Lee らは αSYN オリゴマ
ーはエンドサイトーシスにて細胞へと取り込まれるのに対し、αSYN モノマーは
非エンドサイトーシスの機構が関与する可能性を指摘している 19)42)。哺乳動物
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の dynamin には 1・2・3 の 3 つのサブタイプが存在するが、うち dynamin 1・2
がクラスリン依存性エンドサイトーシスに関与している 43)。dynamin 1 は神経系
に特異的な発現を示す一方、dynamin 2 は ubiquitous な発現パターンを呈するこ
とが知られている 32)44)。これらの知見を下に、我々は細胞外 αSYN の神経およ
びオリゴデンドログリアモデル細胞への取り込みにおける dynamin GTPase の機
能的役割を調べた。実験に先立ち複数の神経モデル細胞とオリゴデンドログリ
アモデル細胞の細胞株を用い、dynamin 分子の発現プロフィールを確認した (Fig. 
12A)。dynamin 2は神経、オリゴデンドログリアモデル細胞両者に発現する一方、
dynamin 1 は SH-SY5Y・PC12 といったドパミン神経モデル細胞に強く発現して
いた。 
	 薬理学的な dynamin GTPase 阻害剤には複数が知られているが、抗うつ薬であ
る selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI)は class effect として dynamin GTPase
活性を抑制することが知られている 43)。なかでも第 2 世代 SSRI である sertraline
は既知の dynamin 阻害剤の中で最強の抑制効果を示すと報告されている 32)44)。
そこで SH-SY5Y神経モデル細胞およびKG1Cオリゴデンドログリアモデル細胞
を sertraline (0-10 µM)で 24 時間処理後に、培地に 5 µM αSYN を添加し細胞内移
行について確認したところ、何れの細胞株においても sertralien は濃度依存的に
αSYN の取り込みを有意に減少させることが判った (Fig. 12B(a), (b))。さらに
SH-SY5Y 細胞を用いて K44A DN 変異型 dynamin 1 あるいは dynamin 1 特異的
siRNA で同分子の機能を抑制すると、コントロール細胞と比べ αSYN の細胞内
取り込みが著しく抑制されることが判明した (Fig. 12C(a), (b))。これに反して野
生型 dynamin 1 の過剰発現では細胞内の SDS 不溶性 αSYN オリゴマーはコント
ロール細胞に比べ増加していた。 
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Sertraline はαSYN のモデル細胞間伝播を抑制する	 
	 dynaimin 阻害活性をもつセルトラリンが αSYN モデル細胞間伝播を抑制させ
るか否かを検討するために、神経-神経あるいは神経-オリゴデンドログリアモデ
ル細胞による共培養系を用いた実験を行った。αSYN 分泌を担うドナー細胞とし
て mCherry-αSYN を安定発現する SH-SY5Y 細胞を、培地中の αSYN を取り込む
アクセプター細胞として、EGFP を安定発現する PC12 ドパミン神経モデル細胞
または MO3.13 オリゴデンドログリアモデル細胞をそれぞれ準備した。sertraline 
(10 µM)存在・非存在下条件においてドナー・アクセプター細胞を共培養し、72
時間後に赤色蛍光標識された αSYN のドナーからアクセプター細胞への移動を、
共焦点レーザー顕微鏡下に観察した (Fig. 13A)。ドナーに mCherry-αSYN を使用
した共培養では、mCherry-αSYN を有するアクセプター細胞の出現頻度は PC12
で 4.2%、MO13.3 で 3.8%であった。一方、コントロールとして mCherry のみを
過剰発現したドナー細胞を用いた場合の封入体陽性アクセプター細胞の頻度は、
両者とも 0.2%以下であった (Fig. 13A, B)。次に sertraline 添加培地で同様の実験
を行ったところ、アクセプター細胞に取り込まれた mCherry-αSYN の量は有意に
減少した (Fig. 13B)。なお、sertraline 処理はドナー細胞からの mCherry-αSYN 分
泌には影響を及ぼさなかった (Fig. 13C)。 
 
考察 
 
	 生理的条件下では αSYN は主に細胞質に存在しているが、膜リン脂質や細胞
内小胞と親和性を有することが知られている 45)46)。一方、細胞内 αSYN の一部
は、ER-ゴルジ体分泌経路介して細胞膜外へと分泌されるとの報告があり 47)、実
際、血液・髄液などの体液に加え神経細胞培地上清中に細胞外 αSYN が存在す
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ることが明らかとなっている 48)49)。細胞外環境に存在する αSYN モノマー・オ
リゴマーは隣接する細胞に再取り込みされることにより、活性酸素種の産生、
ミクログリアの活性化あるいはシナプス機能不全などさまざまな noxious effect
を誘導し、細胞毒性を示す可能性も示唆されている 18)20)21)。今回我々は SH-SY5Y
神経モデル細胞・KG1C オリゴデンドログリアモデル細胞がともに細胞外 αSYN
を取り込み、SDS 抵抗性の凝集化 αSYN を細胞内に蓄積させ、レビー小体・GCI
類似の細胞質封入体を形成することを確認した。内因性 αSYN を発現していな
い KG1C 細胞と異なり、内因性 αSYN を有する SH-SY5Y 細胞では、細胞外由来
の αSYN と内因性 αSYN ともに αSYN オリゴマー・凝集体形成に関わっている
可能性がある。また過去の報告と同様、細胞内に取り込まれた αSYN の殆どは、
疎水性画分ではなく親水性画分に存在していることを確認した。野生型 αSYN
は Hsc70 の作用を受けシャペロン介在性オートファジーにより分解されるとさ
れ、PD 患者脳組織ではリソソーム機能障害が認められ、これが αSYN 蓄積を誘
導する一つの要因であると示唆されている 50)-53)。本研究では神経・グリアモデ
ル細胞内に取り込まれた αSYN がエンドソーム、リソソームへと輸送され分解
される可能性を示すと共に、リソソーム障害下において autophagic flux を増加さ
せることを証明した。これらの結果は、細胞内に取り込まれ蓄積した αSYN オ
リゴマーのクリアランスおよび細胞内環境の恒常性維持にリソソーム機能が重
要であることを示唆するものと考えられる。 
	 PD におけるレビー小体同様、MSA 患者脳内における αSYN 陽性 GCI の形成
過程については以前から多くの議論がある 29)54)-56)。内因性 αSYN を発現してい
ないオリゴデンドログリア内に如何なる機構で αSYN が出現、蓄積するのかは
未だよく分かっていない 28)。一方、近年話題となっている異常タンパク伝播説
を考慮すると、MSA 脳内では神経細胞から分泌された αSYN をオリゴデンドロ
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グリアが積極的に取り込んでいる可能性も考えられる。これを支持する証拠と
して、Rab4 や Rabaputin-5 といったエンドサイトーシス関連分子が GCI 中に認
められるという事実が挙げられる 57)。本研究では細胞外 αSYN がオリゴデンド
ログリア内に移行し、SDS 抵抗性オリゴマーおよび GCI 様の封入体を形成する
ことを実験的にはじめて証明した。これまでタンパクのミスフォールディング
を病態背景とする疾患 (misfolding disease)ではいわゆる‘seeding-nucleation’説に
従い異常タンパクの凝集・蓄積が生じると推定されてきた 58)-60)。即ち、異常凝
集 αSYN を有する神経細胞から分泌されたミスフォールド αSYN が隣接細胞へ
と移動し、同細胞内に存在する unfolded αSYN を β-sheet 構造を有する αSYN へ
と構造変化させる鋳型として働くことが推定されている。一方、我々の研究で
は、内因性の αSYN を有さないオリゴデンドログリアにおいても、αSYN への曝
露により細胞内に αSYN オリゴマ ・ー凝集体の蓄積が生じ得ることが示された。
この事実は、凝集化 αSYN タンパクの細胞内蓄積はドナー細胞外由来の αSYN
オリゴマーのみでも起こりえる現象であり、レシピエント細胞内での αSYN 分
子の存在は必須ではないことを示唆している。近年、オリゴデンドログリア内
に豊富に存在する Tublin Polymerization promoting Protein (TPPP)が in vitro で
αSYN の凝集促進を有することが見出された。さらに、MSA 患者脳では、通常
ミエリン鞘に存在する TPPP が細胞質に異所性に存在するという結果も報告さ
れており、GCI 形成とオリゴデンドログリア変性に同タンパクが関与している
ことが示唆されている 37)。この知見を考慮すると、‘seeding-nucleation’説のみが
異常タンパク凝集を説明しうるものではないことを示しているものと思われる。 
	 神経・グリア細胞における αSYN の分泌・吸収・分解に関与する分子機構に
ついては複数の説があり、未だ一定の結論は得られていない。Lee らは培養神経
モデル細胞において、エキソサイトーシスを抑制させる低温条件下にて αSYN
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の細胞外分泌が有意に減少することから、同機構が αSYN 分泌に重要であると
主張している 42)。MES 細胞において αSYN 分泌は ER-ゴルジ体依存エキソサイ
トーシス阻害剤である brefeldin A により抑制されないことから、αSYN 分泌には
unconventional なエキソサイトーシス経路が関与する可能性が示唆されている 61)。
ヒト培養モデル神経細胞における実験では、αSYN 取り込みには初期エンドソー
ム関連分子である small Rab GTPaseの一種Rab5が重要な役割をもつとの報告が
ある 18)。また酵母モデルを用いた検討では、A30P 変異 αSYN は形質膜上に存在
する積荷輸送タンパク YPP1 と結合し、受容体介在性エンドサイトーシスにより
細胞内へ導かれたのち液胞内で分解されることが示されている 62)。さらに我々
を含めた複数の研究グループは、神経モデル細胞からの αSYN 分泌にはリサイ
クリングエンドソーム機能を司る Rab11a が関与することを報告している 63)64)。
プリオンの場合、正常プリオン (PrPc)と pathogenic form である PrPsc は共にエキ
ソソームとよばれる細胞外の nanovesicle を介して分泌され、患者髄液に含まれ
るエキソソームには強い感染性があることが判っている 65)66)。このエキソソー
ムが αSYN 分泌に関与しているか否かについても賛否両論がある。
Emmanouilidou らのグループは、αSYN はエキソソームを介して細胞外へ分泌さ
れ、αSYN 発現神経モデル細胞培地から調製したエキソソーム小胞を他の細胞へ
添加すると神経細胞死が誘導されると報告している 31)67)。一方、我々の検討で
は、健常人・PD 患者髄液髄液や神経細胞培地上清中のエキソソームに含まれる
αSYN はプリオンと比べごく僅かであり、エキソソームは細胞外 αSYN の主要存
在部位でないことが推察された 63)。また、エキソソーム形成に必須である AAA
型 ATPaseVPS4 機能を抑制しても αSYN 分泌は抑制されず、むしろ増大するこ
とが確認している 63)。これらの事実は、αSYN 分泌におけるエキソソームの関与
は少ないことを示唆している 63)。 
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 どの様な経路をとるにせよ、細胞外へ分泌されたαSYNは隣接細胞により取り
込まれ凝集化を生じることは事実である。先に述べた通りαSYNオリゴマーの取
り込みにはエンドサイトーシスが重要と考えられており、今回の検討において
もエンドサイトーシスの実行分子であるdynamin 1機能破綻により、細胞内へ移
行するαSYNは著しく減少することが確認された。エンドサイトーシス阻害剤で
あるmonodansylcadaverineやdynasoreはαSYN取り込みを減少させることが知られ
ていたが22)、本研究ではdynamin GTPase阻害作用のあるsertralineが強力に神経・
オリゴデンドログリアモデル細胞系へのαSYN取り込みを抑えることを証明し
た (図 14)。今回実験に用いたsertralineの量は10 µM (=3 µg/ml相当)であり、これ
は抗うつ薬としての治療量 (100-200 mg/day)を経口服用した場合に髄液や脳実
質に移行する濃度 (2 µg/ml前後)と同等であると推定される68)。PD患者にはうつ、
アパシー、不安といった非運動症状が多いことが知られており69)70)、臨床現場に
おいてもsertralineを含めたSSRIはPD関連うつ症状に対する第一選択薬として汎
用されている71)。抗うつ薬sertralineにαSYN病理進展を抑制する可能性を示した
今回の研究は、既存薬の新たな薬理作用の可能性を示したという点で大きなイ
ンパクトを有しているといえるであろう。本研究で行った共培養実験では、
dynamin GTPase阻害作用のあるsertraline処理下でαSYN陽性アクセプター細胞の
頻度は神経モデル細胞・オリゴデンドログリアモデル細胞両者で減少した。こ
の結果より、αSYNの細胞内取り込みに関する機構としては、クラスリン依存性
エンドサイトーシスが関与していると考え得るが他に、エキソソーム小胞を介
する機構、形質膜の貫通などの可能性もあると推定される。さらに、これら以
外の機構としてtunneling nanotubesも挙げられる。tunneling nanotubesとは、様々
な細胞株でその存在が観察されている細長く伸びた細胞膜のチューブ構造であ
り、遠隔にある2	 つの細胞を物理的に連結してカルシウムシグナルなどの細胞
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内シグナルを伝えたり、遠隔の細胞間でタンパク質を素早く確実にやりとりし
て情報交換を可能にしている32)。	 
最近第一世代のSSRIであるfluoxetineの投与により、MSAマウスモデルの運動
症状および病理変化が改善されるとの報告があった72)。同論文の著者らは
fluoxetineがGDNF (grail derived neurotrophic factor)発現量を増大させる、あるいは
surviving signalであるERK系の活性化を生じることで神経保護的に働くのではな
いかと推論している。しかし、我々の研究結果を考慮すると、SSRIである
fluoxetineがdynamin機能を阻害し、αSYNの細胞間伝播を抑制させた結果と考え
ることも可能かもしれない。臨床研究についてはSSRI同様dynamin GTPase阻害
作用のある三環系抗うつ薬についても、PDの進行抑制効果があるとの報告があ
る43)73)。またドイツのグループはプラセボ薬との比較においてSSRIのparoxetine
がMSA患者の運動および構音障害を有意に改善させたという結果を報告してい
る74)。さらに最近フランスを中心とした欧州の医療機関において、MSA患者を
対象にfluoxetineの多施設2重盲検試験も実施されており、その結果が待たれると
ころである75)。	 
 
結語 
 
	 本研究では細胞外 αSYN が神経・オリゴデンドログリアモデル細胞系に取り
込まれ、オリゴマー化の後に細胞内封入体を形成することを確認した。また、
これらの細胞における αSYN 取り込みはエンドサイトーシスの実行分子である
dynamin 機能に依存していることを多角的に証明した。さらに、dynamin GTPase
の薬理学的阻害作用を有する sertraline が αSYN のモデル細胞間伝播を抑制する
ことを見いだした。PD 患者脳における神経細胞の変性脱落は十数年以上に渡り
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緩除に進行することから、発症早期に dynamin 機能を抑制する sertraline の服用
を開始することにより、周辺細胞への αSYN 病変拡大が抑えられ症状進行を遅
らせることが期待出来る可能性がある (図 15)。細胞間異常タンパク伝播は神経
変性疾患に共通してみられる病態メカニズムとの考えもあり、このメカニズム
の解明は、これらの疾患に共通した治療ターゲットとなる可能性がある。今後
異常凝集タンパクの吸収・分解・分泌に関与する細胞内分子機構をさらに詳細
に解明し、神経変性疾患の進行阻止を目指した治療介入法を確立したい。 
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Figure の説明 
 
Figure	 1	 αSYN は神経・オリゴデンドログリア細胞内に異常蓄積し、そ
の結果封入体が認められる  
αSYN が異常蓄積した結果、PD においては神経細胞内に認められるレビー小体、
MSA においてはオリゴデンドログリア内に認められるグリア細胞内封入体 
(GCI)が出現する。 
 
Figure	 2	 ヒトαSYN の構造  
ヒト αSYN は 140 アミノ酸からなる機能不明のタンパクでシナプス前末端に豊
富に存在し、構造的には KTKEVG のアミノ酸モチーフの繰り返し配列をもち、
両親媒性の N 末ドメイン、中央部の疎水性 NAC (non-Aβ component of 
ADamyloid)ドメイン、および陰性に荷電し金属類に結合性を示す C 末ドメイン
から構成される。A30P、A53T のような点変異により家族性パーキンソン病が発
症することが知られている。 
	 
Figure	 3	 正常、病的状況下におけるαSYN の構造変化	 
Native な状態の αSYN は α へリックス構造をとり生体膜に結合するか、あるい
は不定の構造をとり細胞質に存在しているが、A30P、A53T のような点変異、酸
化的ストレスなどにより線維・凝集化を生じることが知られている。αSYN はフ
ィブリル形成に至る線維化の過程の中で α ヘリックス構造と β シート構造を
種々の割合で併せ持つ様々な中間体を生じるが、成熟したフィブリルよりもプ
ロトフィブリルとよばれる可溶性中間体に強い細胞毒性が認められる。 
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Figure	 4	 Braak らの提唱する PD 患者脳における αSYN 病理の
topographic	 progression	 (いわゆるレビー病理脳幹上行仮説)	 
レビー病理脳幹上行仮説は αSYN の凝集、沈着を指標に PD の中枢病理進展を模
式化することを試みた PD 病理進展仮説である。その仮説によれば、PD の病理
は迷走神経背側核から始まり、その後に青斑核を含む橋被蓋へ進展、PD の運動
症状の発現の主な責任病巣と考えられる黒質障害はその後のステージ 3 以降に
なってはじめて生じ、次いで病理進展は大脳に至るとされる。 
	 
Figure	 5	 αSYN の取り込み経路	 
αSYN の細胞内取り込みに関する機構としては、エンドサイトーシス、エキソソ
ーム小胞を介する機構、形質膜の貫通、および細胞膜ナノチューブなどが報告
されている。 
 
Figure	 6	 αSYN は神経・オリゴデンドログリアモデル細胞に取り込まれ
オリゴマーを形成する	 
A：組み換えヒト αSYN タンパク大量精製の結果。(a) GST-αSYN および GST タ
グ切断・精製後の αSYN を SDS-PAGE に供し CBB 染色および抗 synuclein-1 抗
体を用いたイムノブロットにて結果を評価した結果を示す。IPTG 誘導下に発現
した GST-αSYN 融合タンパクは 44 kDa に認められ、GST タグ切断にて、αSYN
モノマーに相当する 18 kDa 付近にバンドが検出された (asterisk)。抗 GST 抗体
を用いたブロットではGSTタグの切断後のサンプルにはGST陽性バンドは検出
されなかった。(b) Native PAGE では大部分の αSYN は 3 量体に相当する 54 kDa
に検出された。(c) 得られたリコンビナント αSYNを細胞培地中にて 24時間 37℃
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下で incubate しても凝集傾向は示さなかった。B：5 µM αSYN を含む培地で(a) 
SH-SY5Y 神経モデル細胞、(b) KG1C オリゴデンドログリアモデル細胞を一定時
間培養後、疎水性画分と親水性画分に分け細胞内に取り込まれた αSYN を抗
synuclein-1 抗体によるイムノブロットにて検出した。αSYN 添加 1 分後には親水
性画分にて αSYN モノマーが検出され、以後経時的に増加した。同様に SDS 抵
抗性の 2-3 量体 αSYN の出現・増加も確認された。疎水性・親水性分画の分離に
ついては、細胞質マーカーである Hsp90、形質膜マーカーである Na+/K+ ATPase
の発現により確認した。 (c) 0-10 µM αSYN を含む培地にて SH-SY5Y 細胞を 24
時間培養したところ、親水性画分において培地中の αSYN 濃度依存的に αSYN
モノマー・オリゴマーの増加が認められた。(d) (c)のブロットを CST 社の αSYN
抗体で再ブロットした場合も、同様の結果が得られた。asterisk は抗 synuclein-1
抗体使用時にみられる非特異的バンドを示す。 
 
Figure	 7	 αSYN モノマー量のデンシトメトリーによる定量結果および凝
集化 GST-αSYN 多量体は、親水性画にて検出される	 
細胞内に出現した αSYN モノマー量のデンシトメトリーによる定量結果を示す。
A：αSYN 曝露後に SH-SY5Y ((a), (c))および KG1C 細胞 (b) の親水性画分に現
れた αSYN モノマー量を示す。数値は αSYN バンド輝度を Hsp90 バンド輝度に
て除算したものを示した。B：SH-SY5Y 細胞を 5 µM GST-αSYN にて曝露した結
果を示す。抗 GST 抗体で認識される凝集化 GST-αSYN 多量体を親水性画分にて
検出した。 
 
Figure	 8	 シヌクレインファミリー分子において、αSYN のみが選択的に
神経モデル細胞内へ取り込まれる	 
 38 
SH-SY5Y 神経モデル細胞を 5 µM の α、β、γSYN とそれぞれ 24 時間曝露させる
と、αSYN のみがほぼ選択的に細胞内へと取り込まれた。また野生型 αSYN と比
較し、A30P・A53T 家族性 PD 関連変異型 αSYN は、細胞内へ取り込まれた後よ
り顕著な αSYN 多量体形成をもたらした。 
 
Figure	 9	 αSYN 暴露により神経・オリゴデンドログリアモデル細胞内に
細胞質封入体が形成される	 
A：5 µM αSYN を 24 時間培地に添加したところ、(a) SH-SY5Y 神経モデル細胞・
(b) KG1C オリゴデンドログリアモデル細胞の細胞質内に αSYN 陽性の顆粒状の
凝集物に加え、核近傍に大型の封入体出現が認められた。いずれの構造物もユ
ビキチンおよびチオフラビン S 陽性であった。大型の封入体のみが Ser129αSYN
陽性であった。B：(a) SH-SY5Y 細胞、(b) KG1C 細胞とも核近傍にある αSYN 陽
性封入体はレビー小体のマーカーである γ-tubulin、peripherin、および vimentin
と共局在を示した。KG1C の αSYN 陽性の封入体は、TPPP/p25α とも共存してい
た。C：ラット primary cortical neuron を用いた同様の実験においても αSYN 陽性
封入体が認められた。D：SH-SY5Y、KG1C 細胞における核近傍の αSYN 陽性封
入体を有する細胞の割合を示す。封入体陽性細胞の割合は時間と共に増加し、
αSYN 曝露 24 時間後にはそれぞれ 35%、24%であった。size bar は 10.0 µm を示
す。 
 
Figure	 10	 リソソーム機能阻害によりαSYN オリゴマー形成は増大する	 
A：SH-SY5Y・KG1C 細胞に取り込まれた αSYN の subcellular distribution につい
て免疫染色法による検討を行った結果を示す。αSYN 陽性封入体の一部は、初期
エンドゾームマーカー (Rab5A)およびリソソームマーカー (Lamp-1)と共存して
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いた。B：bafilomycin A1 (0-5 nM)にて 24 時間処理した SH-SY5Y 細胞を、5 µM 
αSYN 存在下でさらに 24 時間培養を行い、αSYN 細胞内蓄積への影響を検討し
た結果を示す。未処理のコントロールと比べ bafilomycin A1 処理群では親水性画
分における高分子 αSYN オリゴマー蓄積が認められた。asterisk は抗 synuclein-1
抗体使用時にみられる非特異的バンドを示す。C：bafilomycin A1添加後にはLC3-
Ⅱの増加を認めたが、caspase-3 cleavage は検出されなかった。 
 
Figure	 11	 クラスリン依存性エンドサイトーシスは dynamin 分子により
実行される	 
	 クラスリン依存性エンドサイトーシスでは、まず細胞膜が分子を認識した情
報をもとに細胞表面がくぼみ、分子を包み込むように細胞内に陥入しクラスリ
ン被覆小胞 (clathrin coated vesicle)が形成される。次に、クラスリン被覆小胞の
頚部の箇所に dynamin 分子が巻きつき、GTP 加水分解 (GTP hydorolysis)活性が
働き、細胞内に取り込まれる。	 
 
Figure	 12	 αSYN の細胞内取り込みは dynamin 阻害により抑制される	 
A：神経・オリゴデンドログリアモデル細胞における dynamin 分子の発現プロフ
ィールを示す。dynamin 2 は神経、オリゴデンドログリア系モデル細胞両者に広
く発現する一方、dynamin 1 は SH-SY5Y・PC12 ドパミン神経モデル細胞により
強く発現していた。DDC および TPPP/p25 はそれぞれドパミン神経およびオリゴ
デンドログリアのマーカー分子である。loading control には α-tubulin を用いた。
B：(a) SH-SY5Y 細胞および(b) KG1C 細胞を sertraline (0-10 µM)で 30 分間前処理
後、5 µM αSYN に曝露し細胞内移行について確認した結果を示す。何れの細胞
株においても sertraline は濃度依存的に αSYN の取り込みを有意に減少させた。
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コントロール細胞は solvent (0.1% DMSO)のみで処理し、親水性・疎水性画分の
分離はそれぞれ Hsp90、Na+/K+ ATPase 発現により確認した。C：SH-SY5Y 細胞
にて (c) K44A DN 変異型 dynamin 1 あるいは(d) dynamin 1 特異的 siRNA で同分
子の機能を抑制すると、コントロール細胞と比べ αSYN の細胞内取り込みが著
しく抑制された。これに反して野生型 dynamin 1 の過剰発現では細胞内の SDS
不溶性 αSYN オリゴマーはコントロール細胞に比べ増加していた。dynamin 1 の
発現操作は内因性 αSYN 量には変化を生じなかった。 
 
Figure	 13	 Sertraline はαSYN の細胞間伝播を抑制する	 
A：神経-神経・神経-オリゴデンドログリアモデル細胞による共培養系を用い
αSYN 細胞間伝播を確認した結果を示す。αSYN 分泌を担うドナー細胞として
mCherry-αSYN を発現する SH-SY5Y 細胞を、培地中の αSYN を取り込むアクセ
プター細胞として、EGFP を発現する PC12 ドパミン神経モデル細胞または
MO3.13 オリゴデンドログリアモデル細胞をそれぞれ準備した。sertraline (10 µM)
存在・非存在下条件においてドナー・アクセプター細胞を共培養し、72 時間後
に赤色蛍光標識された αSYN のドナーからアクセプター細胞への移動を、共焦
点レーザー顕微鏡下に観察した。size bar は 10.0 µm を示す。B：ドナーに
mCherry-αSYN を使用した共培養では、mCherry-αSYN を有するアクセプター細
胞の出現頻度は PC12 で 4.2%、MO13.3 で 3.8%であった。一方、コントロール
として mCherry のみを過剰発現したドナー細胞を用いた場合の封入体陽性アク
セプター細胞の頻度は、両者とも 0.2%以下であった (A, B)。次に sertraline 添加
培地で同様の実験を行ったところ、アクセプター細胞に取り込まれた
mCherry-αSYN の量は有意に減少した (＊p<0.05)。C：sertraline はドナー細胞が培
地中に分泌する mCherry-αSYN 量に影響を与えなかった。BSA および Hsp90 は
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それぞれ培地と細胞質マーカーとして使用した。 
Figure	 14	 αSYN の細胞内取り込みの経路としてクラスリン依存性エン
ドサイトーシスが関与している	 
エンドサイトーシスの実行分子である dynamin 1 機能破綻により、細胞内へ移行
する αSYNは著しく減少する。エンドサイトーシス阻害剤であり dynamin GTPase
阻害作用のある sertraline が強力に神経・オリゴデンドログリアモデル細胞系へ
の αSYN 取り込みを抑える。また、エキソソーム形成に必須である AAA 型
ATPaseVPS4 機能を抑制しても αSYN 分泌は抑制されず、むしろ増大する。この
事実は、αSYN 分泌におけるエキソソームの関与は少ないことを示唆している。 
 
Figure	 15	 sertraline は PD の症状進行を遅らせる可能性がある	 
PD患者脳における神経細胞の変性脱落は十数年以上に渡り緩除に進行すること
から、発症早期に dynamin 機能を抑制する sertraline の服用を開始することによ
り、周辺細胞への αSYN 病変拡大が抑えられ症状進行を遅らせることが期待出
来る可能性がある。 
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（投与なし）	
周辺細胞へαシヌクレ
インが取り込まれ、細
胞を傷害	
凝集αシヌクレイン（毒性あ
り）が細胞外に分泌	
＋ダイナミン阻害作用のある	
セルトラリンを投与	
αシヌクレインの細
胞内取り込みが抑制
される	
病変が拡大、症状が進
行	
周辺細胞への病変拡大が
阻止→病気の進行が抑え
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